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ABSTRACT
. During summer of 1990 the productivity of phototrophic bacteria in deep
layers of stratified Lake Vechten (The Netherlands) was studied. The methodology
was based on determinations o©of the photosynthesis versus irradiance
relationships of the bacterial populations and HPLC was employed to measure
pigments for biocmass estimates. The results show an adaptation of the

phototrophic bacteria to very low photon fluxes.

INTRODUCCICH

Las bacterias fototr6ficas del azufre son abundantes en muchos lagos
meromicticos y monomicticos con un hipolimnion anasrébico durante el periode de
estratificacién. Como estas bacterias utilizan principalmente compuestosz de
azufre reducidos como dadores de electrones en su fotosintesis, se mantienen en
profundidades donde les llega luz suficiente y tienen un aporte constante de
sulfhidrico (Pfennig, 1978). Esta zona, caracterizada por un fuerte gradiente
térmico se llama metalimnion. El funcionamiento de la red microbiana en estas
profundidades depende en gran manera del carbono producido en estos estratos, es
decir, del carbono fijado por las bacterias fototr6ficas.

Durante el verano de 1990, apareci6 en el metalimnion del lago Vechten
una capa de bacterias fototré6ficas formada principalmente por filamentos dal
tipo Chloronema.

El principal objetivo del estudio fué investigar en detalle la relacién
entre la luz y la productividad de estas bacterias fototr&6ficae presentses en sl

lago Vechten.

AREA DE ESTUDIO

: El lago Vechten se encuentra en la parte central de los Paises Bajos.
Sa formb el afio 1941 debido a la excavaci6én de arena para construir una
autopista cercana. El &rea superficial es de 4.7 ha, la profundidad mfxima es
11.9 m y la profundidad media ez de 6 m. Esté dividido en dos cubstas que
partenecen a la categoria de lagos profundos con un &rea superficial
relativamente pequefia (Wetzel, 1978). El lago est& térmicamente estratificado
desde mayo hasta octubre. Durante el periodo de estudio se desarrolld en el
metalimnion, por debajo de una capa de algas mbviles como Ceratium hirundinella,
Hallomomas caudata y Cryptomonas spp, una capa de poblaciones fototrSficas. Esta
capa estaba formada principalmente por filamentos de tipo Chloronema y algunas’
células de Chromatium y Thiopedia. Mezcladae con ellas, aparecieron un gran
nimero de células de la cianobacteria Synechococcus.

MATERIAL Y METODOS

El muestreo se realiz6 desde una balsa estable en el punto de méxima

profundidad del lago (10 m) aproximadamente & las 8:00 h.
Las muestras se tomaron con un aparato disefiado especialmente para

causar una minima alteracifn en los gradientes (Jorgensen et al., 1979). El agua
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bombe a a través de una célula instalada en un fluorimetro Turner
:gfoos Ra;:ay lc)::':znia filtros sensibles a la excitacién y emisibén de la
clorofila (Bx = CS5-60; Em = CS2-64). Las muestras fueron tomadas cuando
aparecian picos de fluorescencia (RFU) en el registrador a medida que el
muestreador era descendido (Steenbergen et al., 1989). Para la recogida de
muestras se utilizaron botellas de cristal llénadas bajo el agua, en un cubo
oscuro, y cerradas con tapones de rosca con un septo de goma . i

El oxigeno y la temperatura fueron medidos in situ utilizando una sonda
sumergible (¥SI~-5739; Yellow Springs Instruments). La concentracidén de
sulfhidrico fué estimada con kits Agquaquant 14416 y 14435 (E.Merck). Los
perfiles de intensidad de luz, es decir, la radiacién disponible para 1la
fotosintesis (PAR) se realizaron con un sensor sumergible (Lambda Instruments,
Model LI 1928).

La concentracién de pigmentos fué analizada mediante HPLC, segiin Korthals
y Steenbergen (1985). Las muestras fueron concentradas en filtros de fibra de
vidrio Whatman GF/F (0.7 uym) . Los filtros fueron liofilizados durante 2 horas
a =60 °C antes de la extraccién con acetona. Para ‘la cromatografia se
introdujeron los extractos en una columna de silice y fueron separados con una
mezcla de hexano-acetona (8:20, v/v). Fué utilizada una bomba de presién
constante Pye Unicam LC-XPS, y para la deteccién se empled un detector (Hewlett
Packard 1040 A) equipado con un ordenador (Hewlett Packard 9000 serie 300).

La productividad de las poblaciones fototr&ficas se averigud mediante el
método de incorporacién de '“C (Steemann Nielsen, 1958). En el laboratorio se
inyectd H,CO, a cada botella. También fué inyectado DCMU en las botellas en las
que la fotosintesis oxigénica debia ser inhibida.

Las muestras fueron incubadas durante 3 horas en un gradiente de luz. El
incubador consistia en un tanque (55cm x 60cm x 160cm) lleno de agua del lago
mantenida a temperatura cercana a la in situ. La fuente de luz eran tubos
fluorescentes (Philips TL 33) con un miximo a 580 nm similar a la calidad de luz
a 6 m en el lago Vechten. Los tubos fluorescentes estaban situados en el plano
vertical, perpendicular al eje longitudinal del tanque, creando un gradiente de
luz a lo largo de la fila de B discos fijados al eje central. Cada disco, que
tenia 8 clips donde situar las botellas, se hizo girar lentamente. El periodo de
incubacién de 3 horas se encuentra en el rango en el que la fijacidn de carbono
aumenta linealmente (Steenbergen et al. 1990).

Después de la incubacién, las muestras fueron filtradas a través de filtros
de 0.45 um. Los filtros fueron lavados con HCl y agua del lago, y transferidos
a viales de centelleo. La radioactividad de los filtros se midid en un contador
de centelleo Packard Tricarb 4530. Las tasa de produccién primaria se calcularon
restando la incorporacién de “C de cada botella en la oscuridad a sus réplicas
incubadas en luz (Vollenweider 1969).

El papel de la luz en el control de la produccién puede ser interpretado
estudiando la relacidén entre la fotosintesis y la irradiacién. Para determinar
esta relacién fué utilizado el incubador. A partir de les curvas de relacién
generadas pudieron ser determinados los parimetros fotosinté&ticos P°,, a, e I;.
El parémetro a es la tasa de eficiencia fotosintética (Jassby et al., 1976) y se
obtiene calculando la pendiente de la curva limitada por la luz. La tasa méxima
fotosintética es PP, donde B es la biomasa de clorofila o bacterioclorofila, Yy
corresponde al valor que la curva alcanza en la saturacién. El parfmetro de
saturacién de la luz, I, (Talling 1957), indica a que intensidad luminica se
satura la fotosintesis, y se obtiene calculando el cociente I,= P%, /a

RESULTADOS

El lago Vechten presentaba una estratificacién térmica durante el periodo
de estudio, y las isopletas de oxigeno cero se encontraban a una profundidad de
5 m (Fig. 1). Las transparencias del disco de Secchi variaban de 1.9 a 3.5 m
(Fig. 1). La atenuacién de la luz con la profundidad durante este periodo se
muestra en la figura 2, donde puede verse claramente que las condiciones de luz
y la radiacién disponible para la fotosintesis (PAR), mejoraron durante el mes
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Figura 1. Perfiles verticalea en el lago Vechten de temp (1), oxigeno (02), fi;

in vivo de clorofila en unidedes relativas (RFU), profundidad del disco de Secchi (SD), y
ulfhfdrico (H,S) en las fechas: (A) 15 de Agosto, (B) 23 de Agasto, (C) 29 de Agosio y (D) §
de Septiembre de 1990,
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de agosto. Los miximos de pigmentos detectados con el fluorimetro, en RFU
(unidades relativas de fluorescencia) (Fig. 1), nos indicaron las profundidades
6ptimas para la toma de muestras.

En la tabla 1 se muestran las concentraciones de pigmentos en sus
respactivas profundidades y dias. Los pigmentos fueron utilizados como
indicadores de biomasa y en cdlculos para normalizar las tasas de fotosintesis.
Las diferentes concentraciones de pigmentos nos indicaron la presencia de
diferentes organismos, lo que pudo ser confirmado al mismo tiempo mediante una
inspeccién de las muestras al microscopio Sptico.

Tabla 1. Concentraci6n de pigmentos (ug.I') en las mucstras tomadas en las fechas y profundidades indicadas.

Fecha Profundidad (m) Pigmentos (pg./1)

Chla BChla BChid Okenona

9. Aug 53 39 321 4,2
14. Aug 53 35 7 170 1.4
21. Aug 55 59 30 280 6
28. Aug 5,2 60

54 33 8

5,6 44 164

58 50 290
4. Sep 55 43 40

57 84 170

5,9 67 10 280

6,1 438 : 155

La relacién fotosintesis-~irradiacién pudo ser determinada incubando
muestras procedentes de una Gnica profundidad a diferentes intensidades
luminicas.

La curva fotosintesis—irradiacién para las poblaciones oxigénicas (Fig. 3)
muestra una fuerte pendiente inicial y parece no alcanzarse un méximo de
incorporacién de carbono en el rango de intensidades de luz utilizadas. Por
ello, 2o0lo pudo ser calculada la tasa de eficiencia fotosintética, a. Esta
variaba de 0,028 a 0,035 mg € (mg Chl a)'.h'.(uE.m2.8")’ en diferentes
experimentos.

La curva fotosintesis~irradiacién para las poblaciones anoxigénicas (Fig.
4) proporcioné la informacién necesaria en posteriores experimentos: para poder
calcular los parametros fotosintéticos a y P®,, bastaria incubar las muestras a
4.7 y 25 pE.m?.8' respectivamente.

Las muestras recogidas a diferentes profundidades del lago fueron incubadas
a baja intensidad de luz, 4.7 pE.m2.8', y saturante, 25 pE.m%.g'. A partir de los
resultados pudieron ser calculados los parémetros fotosintéticos (Tabla 2).
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Figura 3. Fotosintesis, P* expresada en mg C (mg Chly™.h", versus
irradiacién, 1, expresada en gE.m?.5" para las poblaciones bacterianas

oxigénicas.

P8 y10-2

20

T T T

30 40 50 60

LUZ (DD

Figura 4. Curva fotosintesis-irradiacin para las poblaciones
bacterianas anoxigénicas. La fotosintesis, P® se expresa en mg C
(mg Behly\.h!, y In irradiacién, 1, en pE.migt,
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Tabla 2. Parémetros fotosintéticos de las poblaciones anoxigénicas medidos a dife profundidades. P? cs la media del valor
de asimilacién de carbono en mg C (mg Behl)'.h'. La tasa de eficiencia fotosintética es o, en mg C (mg Behl).h!.(uB.m 2.5y
1. El parimetro de saturacién de Ia luz, 1, sc expresa en pE.m2s™

Fecha Profundidad (m) Int. de luz PB o Ik
(HE/m?.s)
28. Aug 54 4,7 0,0392 0,0083 8,9
25 0,0746
5,6 4,7 0,0176 0,0037 12,5
25 0,0469
58 4,7 0,0263 0,006 6,7
25 0,0401 ’
4. Sep 55 4,7 0,0278 0,0059 14,9
25 0,0881
57 4,7 0,0242 0,0052 8,7
25 0,0449
59 4,7 0,0273 0,0058 . 6,5
25 0,0376 -
6,1 4,7 0,027 0,0057 19
25 0,0451
D1ISCUSION

La curva fotosintesis/irradiacidén y los valores de I, muestran que son
suficientes muy bajas intensidades de luz para saturar la fijacién de carbono en
las poblaciones fototrb6ficas anoxigénicas, ya que el par@metro de saturacidn de
la luz, I,, varia entre 6 y 17 pE.m?.8'. Los niveles de luz ambiental eran
aproximadamente entre 10 y 30 pE.m2.s”'. Asi pués, las bacterias fototrtficas del
azufre parecen estar bien adaptadas a la intensidad de luz in situ. La tasa de
eficiencia fotosintética, es decir, la pendiente inicial a, no parecia aumentar
o disminuir con la profundidad. Por el contrario, las algas &rticas que crecen
bajo una cubierta de nieve presentaron valores de a mayores cuanto mayor era la
profundidad, mostrando unas eficiencias fotosintéticas muy elevadas a
extremadamente bajas intensidades luminicas (Cota, 1985). Las tasas
fotosintéticas maximas, medidas a intensidades de luz saturantes (P® a 25 pE.m%. s
!) dieminuian con la profundidad, variando entre de 0.08 a 5.4-5.5 m a 0.04 a
5.8-5.9. Ello indica que la capa superior de bacterias fototrbficas del azufre
contiene la mayor parte de cé&lulas fotosintéticamente activas. ’

Para las poblaciones fotosintéticas oxigénicas solo pudo ser calculada la
tasa de eficiencia fotosintética, a, y ésta variava entre 0,028 y 0,035 mg C (mg
chl a)'.h'. (uE.m?.8")"?, indicando alta eficiencia fotosintética comparada con la
de las bacterias fototrSficas del azufre. Esto muestra que estas poblaciones,
formadas principalmente por Synechococcus spp., estin bien equipadas para la
cantidad de luz disponible. Probablemente, esta habilidad de las células de
Synechococcus es debida a su composicién de pigmentos, ya gue contienen
ficoeritrina y ficocianina como pigmentos accesorios, cuyos méiximos de
absorcién, 570 nm y 630 nm, se encuentran en el rango de luz ambiental, entre
480 nm y 680 nm, con un miximo a 580 nm. Los filamentos del tipo Chloronema,
" principales componentes de la biomasa de fototrofos anoxigénicos, contienen Bchl
d que tiene un méximo de absorcién a 450 nm y a 725-745 nm. Aparentemente, pués,
las cé€lulas de tipo Chloronema parecen estar muy poco adaptadas a la calidad de
luz de la que disponen en las profundidades en las que se encuentran en el lago
Vechten.
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